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@ Nouveau precede et dispositif pour le dosage de la carnitine. 



pTj Dosage de la carnitine par voie enzymatique. On fait aglr 
ou nicotinamide adenine dinuclfiotide sous sa forme oxyd^e, 
NAD*. BUT la carnitine du milieu d 6tudier, en pr6sence de 
carnitine d6shydrog6nase, de fa?on h transformer la carnitine 
en ddhydrocamitine. et que Ton dose amp6rom6triquemeht la . 
forme r6duite NADH rdsultante. 



< 

I 

to 

00 

(O 
0) 

K _ 

U. D 



Vonw des fisdculec k riMPRIMERIE NATIONALE. 27. rue de to Convention - 75732 PARIS CEDEX 15 



2596865 



1 

La pr^sente invention concerne un nouveau proce- 
de . dosage de la carnitine, et plus particuli^rement un 
proc^d^ eiectrochimigue po\ir le dosage . de la L-carnitiner 
c'est-a-dire de I'acide L-hydroxy-3 trimethylamino-4 buty- 
.5 rigue, (CH3) 3fi-CH2CHCH2COO. Elle comprend ^galement un dis- 

OH 

positif pour la realisation de ce proc^d^, notamment une 
Electrode particulifere pour la inesure des courants prbpor- 
tionhels k la concentration en carnitine dans une solution 
10 donri^e, lorsgu'une difference de potentiel est appligude ^ 
celle-ci. 

La determination de la concentration en L- 
carnitine dans diff^rents milieux, presente un inter§t pra- 
tique dfi h ce que ce compose joue un rfile essentiel dans 
15 I'oxydation des acides gras dans I'organisme animal ; la 
deficience en L-carnitine est susceptible de donner lieu 
^ des syndromes auxguels on peut remedier si I'on connait 
la teneur en cette substance. La L-carnitine a egalement 
. ete proposee comme agent d' investigation thyroidien. Cette 
20 substance est assez repandue dans la nature : on* la trouve 
dans la plupart de tissus animaux, en particulier dans le 
muscle, dans les plantes et dans les levures. 

La methode de dosage de. la L-carnitine, utili- 
see jusgu'^ present, consiste en I'acetylation enzymatigue 
25 au moyen de 1 'acetyl-coenzyme A, ce qui conduit k la li- 
beration de la coenzyme CoA-SH en guantite eguivalente a 
celle de la carnitine mise en jeu. CoA-SH est alors dosee 
par une des methodes cohnues. On en trouve une description 
detainee de PEARSON, TUBBS et CHASE dans "Methods of 
30 Enzymatic Analyses", vol. 4, p>1758 (Editeur BERGMEYER 
Chem. Academic Press, New-York 1976). 

Le coenzyme A, forme dans la reaction 
carnitine 

Acetyl-CoA + L-carnitine ^ Acetylcamitine-KjOA-SH 

35 acetyltransferase 
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est dos6 par une des voies suivantes. 

Par la thiokinase 

CoASH+ATP+sorbate ^ Sorbyl CoA + AMP + PPi 

Thiokinase 

5 On inesure I'accroissement d'absorbance ^ 300 nm correspon- 
dant au sorbyl CoA* 

Par l'oxo-2 glutarate d^shydrogdnase: 

CoASH + 2«oxoglutarate+NADt-Hfc.c02 + succinyl CoA+NADH.+ 
On inesure -liacGroissement-d'absorbanee ^ 340 nm correspon- 
10 ^f^t au NADH. Ces deux mdthodes n^cessitent des enzymes 
hautement purifides et sent d'un emploi assez compliqud. 
Par vole chimigue/ ^ I'aide du DTNB {acide-dithio-5,5 bis- 
p-nitro-2 benzolque) qui reagit avec le CoASH pour donner 
1* anion thio-5 nitro~2 benzoate qui absorbe fortement a 
15 412 nm; cette m^thode est limitee par le fait que certains 
extraits. biologiques contiennent des substances qui re- 
duisent le DTNB. 

En definitive, quelle que soit la variante de la 
m^thode classique, on se heurte h des difficult^s, dont 
20 la plus grahde est la n^cessit^ de disposer d'un milieu 
purifid, exempt de substances qui faussent les resultats 
de 1 'analyse. 

La prdsente invention apporte un perf ectionne- 
ment sensible a I'etat de cette technique par la realisa- 
25 tion d'un proc^d^ de dosage de la carnitine, qui permet 

I'obtention de resultats tr^s precis, sans n€cessiter la pu- 
rification de I'^chantillon h analyser. Le procdd^ suivant 
1 'invention rend possible la determination specif ique et 
exacte de la teneur eh carnitine dans diffdrents milieux 
30 biologiques, pouvant renfermer diverses impuretds, notam- 
ment des protdines. 

Le nouveau procddd est caract^rise en ce que I'on 
fait agir du nicotinamide adenine dinucieotide sous sa 
forme oxyd^e, NAD**", sur la carnitine du milieu h etudier, 
35 en presence de 1 'enzyme, carnitine deshydrog^nase, de facon 
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h transformer la carnitine en dehydrocamitine, au d^pens 
du NAD qui passe a I'etat de sa forme rdduite NADH. Cette 
derni^re peut Stre dos^e amp^rometriquement,par une m^thode 
connue en soi, et fpurnir une grandeur dguivalefite k celle 
5 de la carnitine ainsi oxydde. 

La reaction de base de 1 'invention peut s'^crire: 
carnitine 
+ d^shydrogfoase 

L-carnitine+NAD — ^ dehydro- 3 carnitine +NADH+H* 

LeNADH formd peut gtre d^tenhin^ ,par exemple, 
10 par la m^thode de THOMAS et CHRISTIAN "Amperometric mea- 
surement of hexacyanoferrate (III) coupled dehydrogenase 
reactions" (Analyt .Oiira.Acta, 82,265 - 1976). Dans cette 
ro^thode NADH est rdoxyd^ en NAD* au moyen de I'lon ferri- 
cyanure avec, comme enzyme, de la diaphorase, suivant • 
15 ... 

r 1 ^~ diaphorase r T 4- 

NADH . 2[Fe(CN) J — _ ^ naD* . 2 [pelCN) J + h"^ 

Les operations suivant 1* invention peuvent gtre 
effectuSes a diffgrentes temperatures, notamment entre 0° 
et 40°C, et de preference entre 15° et SCc. 

Dans un mode de realisation^ de 1 • invention, on 
utilise un capteur constitue par une electrode de platine 
recouverte d'une membrane semi permeable qui deiimite avec 
le metal une chambre de reaction, de quelgues dizaines de 
microns d'epaisseur, renfermant un melange de carnitine de- 
25 shydrogenase, de diaphorase, de NAD* et de f erricyanure . 
Lorsgue ce capteur est mis au contact d'une solution de L- 
carnitine, le substrat diffuse h travers 3a membrane, la 
carnitine deshydrogenase catalyse I'oxydation de la L-car- 
nitine par leNAD*, la diaphorase reoxyde le NADH au de- 
30 pens du f erricyanure, lui-mgme regenere eiectrochimiqnement 
a 1' electrode selon le schema suivant : 

L carnitine .nad* .X .2 l^e CN) J^-\ 

)©( V ^ ^ >2e^ 

35 dehydrocamitine/- " NADH, H* 2 Ipe (CN) J'" Anode 1 
(1) : carnitine deshydrogenase (2) : diaphorase 
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I'intensite du courrant traversant le circuit est proportion- 
nelle a la' concentration en L-carnitine- 

: Bieh que I Vion f erricyanure convienne parti culie- 
rement au dosage du NADH forme, ce dosage peut egalement 
5 sVeffectuer au moyen d'autres reactifs capables de faire 
passer NADH a I'etat de NAD*** ; tels sont par exemple I 'o- 
xygene, certains colorants, le cytochrome, etci 

Le dispositif suivant 1* invention est - dans ses 
grandes lignes - construit comme ceux de la technique an- 
10 terieure. Un appareil siipple, selon Fig. 1, comprend un 

tube ou tige 1 ferme en has par une membrane semi -permeable 
2, fixee a la parol exterieure du tube au moyen d'une bague 
2, Au-dessus de la membrane se trouve un disque 4 en matie- 
re conductrice 4, inoxydable, reliee par un conducteur 5 a 
15 la borne + d'une source de tension continue. Entre le disque 
4, formant 1 'anode, et la membrane 2 subsiste un petit es- 
pace 6 qui constitue une chambre de reaction ; c'est (Jans 
cette chambre que l*on place la solution d' enzyme a litili- 
ser. Le fil conducteur 7 constitue la cathode. L' ensemble 1 
20 a 7, qui forme le capteur enzymatique^ plonge dans un reci- 
pient 9 contenant les reactifs necessaires au dosage et la 
solution a etudier 8 . Le capteur est monte en serie avec 
une source de tension continue E et une resistance corame 
montre schematiquement sur la figure 3. Des prises d'enre- 
25 gistrement se trouvent aux bornes de la resistance R. . 

Voici a titre d' exemple non limitatif un mode de 
realisation de 1 'invention - 

L' electrode 4 (figure 1) est constituee par uh 
disque de platine de 3 mm de diametre, enchasse dans un tube 
30 cylindrique 1 en matiere plastique, recouvert d'une membrane 
semi -permeable 2 en cellophane, dont le seuil.de coupure est 
de 12000 environ. La chambre de reaction 6, delimitee par 
1' electrode 4 et la membrane 2, a un volume de 3ul et con.- 
tient les deux enzymes. 
35 La rapidite du transfert electronique : 



FefCN)g-:^Fe(CN)g- + e" sur Electrode de Pt rend possible 
I'eniploi d'un dispositif ^ deux Electrodes faiblement pola- 
ris^es. L- Electrode auxilialre est une Electrode de Pt. Dn 
potentiostat permet d'imposer un potentiel 0,3 V entre la 
5 cathode et I'anode. L'intensite du courant d'Electrolyse 
est mesurEe h I'aide d'une rEsistance de 100 kJt placEe 
en sErie dans le circuit et, aux homes de laguelle est 
branchE un enregistreur de forte impEdance. Dn yoltmfetre- 
h haute impEdance d'entrEe permet par ailleurs de contrfiler 
10 la diffErence de potentiel entre les deux Electrodes au 
cours de 1 'Electrolyse. 

La solution enzymatigue de la chambre de rEac- 
tion est constituEe par 3 m d'une solution de tampon phos- 
phate 50 m M pH 7,5, contenant 2 unitEs de carnitine dEshy- 
15 drogenase de Pseudomonas putida (EC. 1.1.1. 108) et 5 unitEs 
de diaphorase de raicroorganisme (EC 1.6.99.). La solution 
Electrolytique de 5 ml est un tampon TRIS/HCI 50 mM pH .9, 
16 mM en ferricyanure de potassium et 10 mM en NAD*. 

Les conditions expErimentales ont EtE choisies 
20 de facon a ce que I'etape limitante du processus soit la 
Vitesse de diffusion de la L-carnitine a travers la mem- 
brane. A I'Etat stationnaire 1' intensity du courant est 
alors directement proportionnelle h la concentration de 
L -carnitine dans la solution externe k doser. 
25 La mesure s'effectue de la facon suivante. L'E- 

lectrode estplongee dans la solution Electrolytique qui 
est agitEe k I'aide d'un agitateur magnEtique, et I'on 
attend la stabilisation du courant de base. Puis on ajoute 
la L-carnitine : celle-ci diffuse h travers la membrane et ■ 
30 est oxydEe-par la carnitine dEshydrogEnase. On enregistre 
la courbe donnant l'intensite du courant en fonction du 
temps. Au bout de deux minutes environ, on obtient un pa- 
lier correspondent h I'Etat stationnaire (Fig. 2). On re- 
vient h la ligne de base en 10 h 15 minutes/ringant I'Elec- 
35 trode dans la solution d ' Electrolyte qui sert k la mesure 
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suivante.. 

Ces operations sont illustr^es par le graphigue 
de la Fig.. 2, de i = f(t) : A indigue le moment d'injec- 
tion de la L-carnitine, B le palier du courant et C - D 

5 le retour h la ligne de base (rincage du capteur) . 

Le trac^ de la courbe de 1 • intensity du courant 
h I'^tat stationnaire , fonction de la concentration en^ 
L-carnitine, permet d'obtenir line droite pour des concen- 
trations en L-carnitine comprises entre 0,1 et 2 mM, ce 

10 qui correspond h des courcuits compris entre 0,05 iiA et 
1r1 jiA. La precision des mesures est de 2% m§me en milieu 
impur^donc comparable aux dosages enzymatiques utilisant 
I'ac^tylcarnitine trahsf erase en milieu convenableroent pu- 
fifi^, 

15 L' invention est illustr^e par les exemples non 

limitatifs qui suivent. 
EXEMPLE 1 

Un dtalonnage type de 1« Electrode a L-camitine 
est obtenu de la fagon suivante . 

20 L' Electrode est plong^e dans 5 ml de solution ^lectrolyti- 
gue agitde & I'aide d'iin barreau aimant^. Apres stabilisa- 
tion du courant de base, on.injecte 10 jil d'une solution 
& 50 iiiM en L-carnitine. An bout de deux minutes le courant 
traversant le systfeme atteint le palier de 0,05 iiA. L'dlec- 

25 trode est alors tremp^e dans 5 ml de solution dlectrolyti- 
que pour ringage, le retour a la ligne de base se fait au 
bout de 8 minutes (C-D Fig. 2). 

On r^pfete la mesure avec 20, 50, TOO, 150 et 200 jil de la 
solution 50 m M en L-carnitine. 
30 Les courants enregistr^s sont respectivement de 0,1 \xA ; 
0,28 liA ; 0,55 uA ; 0,8 /lA et 1,1 jiA. Le trac^ de la courbe 
Intensity ( ji A) en fonction de la concentration en L- 
carnitine est une droite. 
EXEMPLE 2 

35 Une ^tude du vieillissement de 1' Electrode a 6t6 
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inen^e durant 10 jours, chague jour on. trace une courbe 
talonnage conune d^crit dans I'exemple 1. • 
Entre deux series de mesures, le, capteur est conserve k 4«C 
dans une solution de tampon phosphate 50 mM pH 7,5. 

5 La r^ponse du capteur reste lin^aire pendant les 10 jours 
pour des concentrations en L-carnitine comprises entre 0,1 
et 2 mM, mais 1 • intensity du courant enregistr€ diminue 
chague jour, pour atteindre le lO&ne jour 15% de cells du 
d^but. 

10 EXEMPLE 3 

■ L* Electrode a L-carnitine a permis de suivre en 

70 heures I'avancement d 'une reaction de bioconversion de ' 
la d^hydro-3 carnitine en L-camitine, catalysde par la 
carnitine deshydrogenase. 
15 on a utilise un reacteur de 2 litres eguipe d'un thermostat 
regie h 30 "c ; il contenait 1 litre d'un milieu agueux des 
composants suivants : 

phosphate de sodium et de potassium 50 mM, pH 7,5 ; 
NAD , 0,6 mM ; . ' 

20 carnitine deshydrogenase 800 unites ; 
formiate deshydrogenase 500 unites ; 
formiate de sodium 150 mM ; 
chloramphenicol 120 mg. 

on injectait alors une solution 0,8 molaire en chlorhydrate 
25 de deshydro-3 carnitine et 0,8 molaire en acide formique. 
La Vitesse d- injection etait de 1,2 ml/h. Le pH etait main- 
tenu a 7,5 par addition d'ammoniague 2N contrSiee h I'aide ' 
d'un pH-m&tre k titrage automatigue. Toutes les deux heures 
on preifeve une portion aliguote de la solution de bioconver- 
30 sion convenablement diluee dans du tampon phosphate pH 7,5 
50 mM, de facon avoir une concentration en L-camitine 
dans la solution eiectrolytigue voisine de 1 mM. Ainsi 
dose-t-on la carnitine tout au long de la bioconversion. 
EXEMPLE 4 

^® capteur k L-camitine a permis de contr61er 
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les effluents d'une chroiriatographie ^changeuse d'ions des- 
tinee a purifier la L-carnitine obtenue a la fin de ia re- 
action de biocbnversion. 

290 ml d'une solution 364 mM en L-camitine {17g) sont char- 
5 g,^s dans une colonne de 300 ml de r^sine cationigue IR 120. 
La colonne est rincde ^ I'eau (1 litre) et la teneur en 
L-carnitine de i* effluent est contrfili^e h I'aide du cap- 
teur ; cela a permis de con stater que toute la carnitine 
ddpos^e ne reste pas accroch^e sur la r^sine* 
10 Onr^cupfere ainsi, dans les eaux de lavage, 9 g de L-carni- 
tine non retenue par ia colonne. La L-camitine restante 
(8 g) est dlu^e avec ime solution d'ammoniague 2 N (500ml). 
EXAMPLE 5 

Pour limiter la consommation en NAd"*^, on a uti- 
15 lis^ un NAD^ greff^ sur un polym^re hydrosoluble , Polydthy- 
l^neglycol 20000, qui est emprisonnd dans la chambre de 
reaction avec les deux enzymes. La rdponse du capteur est 
tou jours lin^aire pour des concentrations en- L-carnitine 
entre 0,1 mM et 2 mM mais la sensibility est diminuee par 
20 2. 

Un essai sirailaire a dt^ effectu^ avec du dextrane 25000 
en tant que polymfere support ; les m§mes r^sultats ont 6td 
obtenus. 
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Revendications 

1. Proc^d^ de dosage de la carnitine par voie 
enzymatigue, caract^ris^ en ce que I'on fait agir.du 
nicotinamide" adenine dinucl^otide. sous sa forme oxydee, 
NAD"*^, sur la carnitine du milieu ^ ^tudier, en presence 

5 de carnitine d^shydrog^nase , de fagon h transformer la 
carnitine en dehydrocamitine , et que I'on dose ampdro- 
m^triquement la forme rdduite NADH r^sultante. 

2. Procddd suivant la revendication 1, carac- 
t^ris^ en ce que le NADH est dosd enzymatiquement par oxy- 

10 dation au moyen de I'ion f erricyanure, en presence de dia-. 
phorase. 

3. Proc^d^ suivant la revendication 1, caracte- 
ris^ en ce que le NADH est dose par oxydation au moyen de 
1 ' oxygene . 

15 4. Proc^de suivant la revendication 1, caractd- 

rise en ce que le NADH est dose par oxydation au moyen 
d'un colorant. 

5. Proc^dd suivant la revendication 1, carac- 
t^ris^ en ce que le NADH est dose par oxydation au moyen 

20 de cytochrome. 

6. Dispositif pour la realisation du proc^d^ sui- 
vant une des revendications 1 a 5, qui comprend un capteur 
form^ d'un tube ou d'une tige (1) dont I'extr^itd infd- 
rieure porte \ine membrane semi-permeable (2) face ^ une 

25 Electrode (4), une charabre de reaction (6) de tres faible 
profondeur ^tant pr^vue entre la membrane (2) et 1* Elec- 
trode (4) , caractdris^ en ce que cette chambre contient 
une solution aqueuse de carnitine d^shydrog^nase, dans un 
tampon de pH. 

30 7. Dispositif suivant la revendication 6, carac- 

t^risE en ce que la solution contenue dans la chambre (6) 
renferme ^galement une enzyme capable de promouvoir la 
r^oxydation du NADH en NAD**" par un r^actif d' oxydation, en 
particulier la diaphorase. 
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